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                研究目的
 膵癌の治療成績の向上には手術療法に加えて何らかの補助療法が必要である。 近年, 分子生物
 学の進歩により癌細胞における腫瘍抗原の同定が可能となった。 これらを標的とする特異的免疫
 療法の開発が進め られてお り, 悪性黒色腫における臨床試験では一部で明 らかな抗腫瘍効果が認
 められている。 本研究では膵癌に対する特異的免疫療法の開発を目指 し, SEREX (serological
 analysis of cDNA expression libraries) 法を用いてこれまで明らかになっていないヒト膵癌
 抗原の単離, 同定を目標とした。
                研究方法
 SEREX 法は腫瘍細胞由来の mRNA より作成した蛋白を患者血清にてスクリーニングし, 患
 者の IgG が認識する抗原を同定する方法である。 膵癌細胞株 PKl, PK8, PK9, PK45p, PK59
 の cDNA ライ ブラリーから大腸菌上にイ ンサート由来の蛋白を発現させた。 これを進行膵患者
 5人の血清を用いてスクリーニングし, 血清中の IgG 抗体が認識する抗原蛋白をコー ドする
 cDNA を単離, DNA シークエンスを決定した。 同定した蛋白について癌患者特異的な免疫反応
 を持つもの, 癌に選択的な遺伝子発現を認めるものを選択し臨床応用のための癌抗原の候補とし
 た。
                研究結果
 L6×106 個のファージクロー ンをスクリーニングし 47 個の陽性クロー ンを単離した。 これら
 クローンの塩基配列を調べた結果 13 個の既知分子, 6個の未知分子, 計 19 個の分子であった。
 未知分子のうち1っ KU-PAN-1 は 13 例の膵癌患者血清中1例に lgG 抗体が検出されたが, 健常
 人 16 例においては IgG 抗体は検出されなかった。 RT-PCR 法による遺伝子発現解析において膵
 癌の他, 乳癌, 大腸癌, 食道癌, 脳腫瘍などの悪性腫瘍において発現を認めたが, 正常細胞にお
 いては精巣のみの発現であった。 ノーザンブロット法による発現解析で は約 3.lkb のバンドが膵
 癌培養細胞株 10 例中2例, 膵癌組織5例中3例に認められた。 またこの遺伝子は遺伝子データ
 ベース上の登録はなく新規遺伝子と考えられた。 プラークハイ ブリ ダイ ゼーショ ン法により全長
 3,035bp の遺伝子が単離され, KU-PAN-1 蛋白は 709 アミノ酸から構成されることが判明した。
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                結論
 新規遺伝子の KU-PAN-1 は腫瘍特異的な発現を認めた。 また健常人血清巾には IgG 抗体は検
 出されず, 癌患者特異的に免疫反応を起こす蛋白質と考えられた。 このため KU-PAN-1 は免疫
 療法における免疫系の標的分子と して候補の一つであると考えられた。
              研究の意義・独創的な点
 現在までに膵癌において新規癌抗原が同定されたという報告や, SEREX 法を膵癌に用いたと
 いう報告はなく, 本実験が世界で初めての試みである。
 膵癌は難治性癌の代表格であるが, 本研究により同定された抗原が基礎となり膵癌に対する特
 異的免疫療法の開発 が可能となれば少 しでも予後向上 に寄与することが出来るであろ う。.
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 審査結果の要旨




 本研究 は膵癌 に対する免疫療法において標的となる抗原を選択するた めに SER EX (serologi-
 cai analysis of cDNA expression libraries) 法を用いたスク リーニ ングを行うこ とで患者血
 清中の IgG 抗体が認識する抗原の cDNAを単離し, その免疫原性と発現特異性を調べ膵癌特異
 的免疫療法の可能性を検討 した ものであ る。
 本研究では5人の進行膵癌患者血清を用い L6× 106 個のファージク ロー ンを スクリ一二 ング
 し47個の陽性ク ロー ンを単離 した。 これらク ロー ンの塩基配列を解析 した結果19種類の異なる遺
 伝子が同定され, 13個は既知遺伝子, 6個は機能不明の新規遺伝子であった。
 新規遺伝子に対し RT-PCR 法を用いて組織間の mRNA 発現を解析 したところ, このうちの
 1つ KU-PAN-1 に癌組織特異的な発現が認められた。
 KU-PAN-1 は乳癌細胞株, 大腸癌細胞株, 食道癌細胞株, 膵癌細胞株, 膵癌組織および正常
 精巣に高い発現を認めたが, 他の培養細胞や正常組織ではほとん ど発現が認められなかった。
 Nor七hem blot 法による発現解析では膵癌培養細胞株10例中2例, 膵癌組織5例中3例に発現が
 認められた。 KU-PAN4 に対する血清中 IgG 抗体の検索では膵癌患者血清13例中1例に検出さ
 れたが, 健常人血清16例では検出されなかった。
 プラークハイ ブリダイ ゼーションにより全長 3,035bp の KU-PAN-1 遺伝子が単離され, KU-
 PAN-1 蛋白は709アミノ酸から構成されることが判明 した。 KU-PAN-1 は癌組織における発現特
 異性及び膵癌患者における免疫誘導よ り, 免疫治療における標的分子候補の1つになり得ると考
 えられた。
 本研究は新規蛋白質 KU-PAN-1 を単離同定 し, また膵癌における免疫療法の可能性を示 した
 もので, 優れて学位に値するものである。
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